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Verfahren und Anordnung zur optischen Untersuchung und/ Oder Bearbeitung 
einer Probe 

Stand der Technik: 

In der Mikroskopie zur Untersuchung von z.B. biologischen Praparaten werden 
5 heutzutage immer haufiger nichtlineare Kontraste, wie die Multi-Photonen Absorption 
Oder die Erzeugung der zweiten Harmonischen (SHG) eingesetzt. Urn die zur Anregung 
von nichtlinearen Effekten notige Energie bereitzustellen, ist es vorteilhaft Kurzpulslaser 
einzusetzen. Dabei sollte die Pulsspitzenleistung mogiichst groB und damit die 
Pulslange am Ort der Probe mogiichst klein sein, urn eine gleichzeitige Schadigung der 
10 Praparate zu verhindern. Kurzpulslaser liefern beispielsweise Lichtimpulse mit einer 

•Pulslange von einigen 10fs bei einer Repetitionsrate von mehreren 10 MHz. Sie haben 
dadurch den Vorteil auBerst hohe Pulsspitzenenergien bei gleichzeitig geringer mittlerer 
Leistung zu emittieren. 

Nachteilig ist, dass sich die kurzen Pulse auf dem Weg durch das Mikroskop zur Probe 
15 durch die Gruppengeschwindigkeitsdispersion (GVD) verandem - im Normalfall werden 
sie langer. 

Zur Kompensation der Pulsverlangerung wurden in entsprechende Anordnungen 

vorgeschlagen (DE1 98271 39A1 , DE1 9744302A1 , DE1 9930532A1 ). 

Die beschriebenen Vorrichtungen sind im wesentlichen nur zur Kompensation der 

20 Dispersion 2. Ordnung geeignet. Somit sind sie nicht ausreichend falls auch 

Dispersionen hoherer Ordnungen auftreten, d.h. die Pulsverlangerung kann dann nicht 
komplett kompensiert werden. In den z.B. biologischen Praparaten ist jedoch mit nicht 
Mjjworher bestimmbaren Dispersionen h6herer Ordnungen zu rechnen. Weiterhin treten in 

^^den optischen Komponenten in einem Mikroskop Dispersionen hoherer Ordnung auf. 

25 Somit ist es mit den herkommlichen Techniken nicht moglich, optimale Bedingungen 
zur Anregung der nichtlinearen Kontraste schaffen. 
Ein weiterer Nachteil ist, dass durch die hohen Pulsspitzenleistungen bzw. 
Puisspitzenintensitaten die Proben auBerhalb des Bereichs in dem eine 
Probenwechselwirkung gewunscht ist geschadigt bzw. die Optiken der 

30 Mikroskopanordnung beschadigt werden konnen. 

In konventionellen Fluoreszenzmikroskopie werden verschiedene Farbstoffe zur 
spezifischen Markierung von biologischen Praparaten eingesetzt. Diese Farbstoffe 
werden anschlieBend mit unterschiedlichen Lichtwellenlangen angeregt. Durch den 
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Einsatz der Multiphotonen-Anregung erfolgt bei solchen Praparaten meist eine 
sirhultane Anregung der verschiedehen Farbstoffe. Dies ist einerseits ein Vorteil, da 
man nur noch eine Lichtwellenlange zur Anregung bendtigt. Andererseits ist es von 
Nachteil, wenn sich die Emissionswellenlangenbander der einzelnen Farbstoffe 
Ciberlagern, da die Farbstoffe dann nicht mehr spektral getrennt werden kdnnen. 

Die Nachteile sollen durch die Erfindung behoben werden. 

Dies erfolgt durch die in den unabhangigen Anspruchen angegebenen Mittel und 
Verfahrensschritte. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen sind Gegenstand der UnteransprQche. 
Durch die Erfindung ist es vorteilhaft moglich, uber einen Ruckkopplungsprozess die 
Amplituden- und/oder Phasenmodulation der Lichtpulse in einer Fourierebene so zu 
variieren, dass eine entsprechende Messgr63e (z.B. das Zweiphotonen- 
Fluoreszenzsignal) in einem Mikroskop optimiert wird. Weiterhin ist es mit den 
erfindungsgemaBen Anordnungen moglich, hohe Pulsspitzenleistungen am Ort der 
Probe zu erzielen ohne hierdurch schadliche Effekte, in der Mikroskopanordnung bzw. 
in Schichten auBerhalb des Fokalbereiches in dem die MessgroBe angeregt werden 
soil, verursacht werden. Durch die Anordnung kann auch eine variable Anpassung des 
Strahlquerschnitts zur optimalen Fullung der in die Probe fokussierenden Optik 
erfolgen. 

Beschreibung der Erfindung 

In Fig. 1 ist das Grundprinzip der Erfindung schematisch dargestellt. 

Eine Kurzpulslichtquelle LQ sendet koharentes (Kurzpulslaser) oder zeitlich ^ 

inkoharentes Licht (Breitband oder WeiBlichtquelle) aus, das, vorteilhaft kollimiert, auf^ 

ein erstes dispersives Element D1 , beispielsweise ein Prisma oder Gitter gelangt. 

Das dispersive Element zerlegt die ankommende Strahlung urn ihre Mittenwellenlange 

spektral, so dass die spektralen Komponenten, hier als 11-15 dargestellt, jedes 

Lichtpulses raumlich getrennt werden. 

Ein zweites dispersives Element D2 weist eine im wesentlichen gleiche Charakteristik 
beziiglich der spektralen Zerlegung auf, ist aber zum ersten Element D1 raumlich 
entgegengesetzt angeordnet. 

Hierdurch verlauft das Licht wieder parallel (kollimiert), jedoch immer noch spektral 
raumlich zerlegt und durchlauft eine Anordnung zur scannenden optischen Abtastung 





einer Probe T (Fig.1) , die hier nur schematise* mit einem X/Y Scanner SC und einer "* 
Objektivlinse O angedeutet ist. Die Scanner X/Y liegen hierbei in der Nahe der 
ruckvyartigen Pupille des Objektivs O. Dies ist durch die Bezeichnung der Brennweite f 
der Objektivs schematisch angedeutet. 

Uber das Objektiv wird die Strahlung wieder in Richtung der Probe T gebundelt. Das 
heiBt, dass die spektrale Zerlegung im Fokus des Objektives O wieder aufgehoben wird 
und der Lichtpuls der Lichtquelle LQ dadurch rekonstruiert wird. 

Zwischen dem Element D1 und dem Objekt T liegen somit keine kurzen Pulse vor, da 
die Spektralkomponenten nicht raumlich uberlappen. Die Lange der Lichtpulse im 
Bereich zwischen D1 und O hangt von der raumlich spektralen Aufldsung der 
Aufspaltung der Lichtpulse ab. 

Ein Vorteil einer derartigen Anordnung ist es, dass die von den Lichtpulsen 
durchlaufene Optik zumindest im Bereich 3 nicht vor Beschadigung durch sehr kurze 
Pulse bzw. durch sehr hohe Pulsspitzenleistungen geschutzt werden muss Es treten 
die hohen Pulsspitzenleistungen erst unmittelbar am Ort der Probenwechselwirkung, 
d.h. im Fokalbereich, in dem auch beispielsweise eine nichtlineare 
Probenwechselwirkung (z.B. Zweiphotonen-Fluoreszenzanregung) mit einem Farbstoff 
durchgefuhrt wird, auf. Hierdurch werden die Proben vor Schadigung zumindest 
auBerhalb des Bereich in dem die Probenwechselwirkung durchgefuhrt werden soil 
geschiitzt. Zum anderen kann eine bessere Korrektur der optischen Anordnung zur 
Abbildung in die Probe erzielt werden, da eine groBere Vielfalt der verwendbaren 
Materialien und optischen Schichten vorhanden ist. Somit konnen auch Kosten gespart 
werden. 

Ein weiterer Vorteil ist, dass Mittel zur raumlich unterschiedlichen Beeinflussung der 
Lichtpulse wie beispielsweise Phasenplatten PP im kollimierten Strahlengang, 
beispielsweise vor dem Scanner SC eingefugt werden konnen. Die Phasenplatten 
weisen in bestimmten Bereichen eine unterschiedliche Dicke entlang ihres Querschnitts 
zur Anderung der optischen Brechzahl auf, so dass bestimmte Spektralkomponenten in 
Bezug zu anderen Spektralkomponenten zeitlich verzogert werden. Hierdurch konnen 
die Gruppengeschwindigkeitsdispersion GVD der Optiken im gesamten Strahlgang von 
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der Lichtquelle LQ bis zur Probe T einschlieBlich zusatzlicher Glasmaterialen OM 
kompensiert werden. 

Durch Verwendung mehrerer derartiger Phasenplatten unterschiedlicher Form, konnen 
die Lichtpulse bezuglich ihrer Form beeinflusst werden. Die Einstellung der Phasen der 
s raumlich separierten Anteile zueinander kann auch flexibel beispielsweise mit einem 
Spatial Light Modulator SLM erfolgen, der einzeln ansteuerbare Elemente (vorteilhaft in 
Matrixform) aufweist und anstatt oder zusatzlich in der Nahe von PP im Strahlengang " 
angeordnet wird. 

10 Ein weiterer Vorteil ist, dass die Elemente D1 und D2 zur variablen Strahlaufweitung 
verwendet werden konnen. Hierzu wird der Abstand der Elemente D1 und D2 
verandert, wodurch sich eine vom Abstand der Elemente (siehe auch Fig. 3a, 4a, 6a - 
S1 und S2) je nach Ausfuhrung der Elemente D1 und D2 zumindest in einer 
Raumrichtung abhangige Strahlaufweitung ergibt. 

15 

Vorzugsweise im parallelen Strahlengang , vorteilhaft zwischen D2 und Scanner SC 
Kann uber einen Strahlteiler mindestens eine weitere Lichtquelle, beispielsweise zur 
parallelen Erfassung des Reflektionslichtes der Probe durch unten beschriebene 
weitere Detektoren, eingekoppelt werden. 

20 

In Fig.2 ist eine Anordnung wie in einem Laser- Scanning- Mikroskop dargestellt, mit 
Pinholeoptik PO, Pinhole PH, Detektoren DE1 und DE2 sowie einem ersten 
dichroitischen Strahlteiler (Hauptfarbteiler) MDB 1 zur Auskopplung des 
Detektionslichts aus dem Beleuchtungsstrahlengang nach den Scannern SC 

25 (descannte Detektion), einer Scanoptik SO, einem Zwischenbild ZB, einer Tubuslinse 
sowie einem weiteren Detektionsstrahlengang zur nicht- descannten Detektion DE3. 
Die Ausspiegelung des nicht descannten Detektionslichts erfolgt hierbei uber einen 
weiteren dichroitischen Strahlteiler MDB2. Die zusatzliche Aufteilung des 
Detektionslichts in mehrere Detektionskanale kann durch die Verwendung eines 

30 weiteren dichroitischen Strahlteilers beispielsweise fur zwei Kanale DE1 und DE2 mit 
MDB3 erfolgen. Vor den Detektoren werden zur Messung eines Fluoreszenzsignals 
entsprechende Filter vorteilhaft zwischen den MDB und den DE eingeschwenkt. 
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P 1st hierbei die Pupille des Mikroskopobjektivs O. In einer zu dieser Ebene 
konjugierten weiteren Pupillenebene der Mikroskopanordnung befinden sich die 
Scanner SC zum Abrastern der Probe. 

Die Einheit zur spektral raumlichen Aufspaltung der Spektralkomponenten der 
Lichtquelle DISP besteht aus den bereits oben erlauterten Elementen D1 und D2..Sie 
befindet sich im kollimierten Strahlengang vorteilhaft zwischen Lichtquelle und dem 
MDB1 und bewirkt neben der spektral raumlichen Aufspaltung der 
Spektralkomponenten der Lichtpulse eine Strahlaufweitung der Lichtquelle zur 
optimalen Fullung der Pupille P. Die Einheit DISP wirkt im allgemeinen zusatzlich wie 
eine Prechirpeinheit, d.h. sie kann zur Kompensation zumindest eines Anteils der GVD 
der Mikroskopoptik eingesetzt werden. Die Einstellbarkeit der Kompensation ist anhand 
von Fig.1 1 dargestellt. 
|Eine Kompensation der verbleibenden GVD kann mit Hilfe der Phasenplatte PP ( siehe 
'audi weiter oben) im kollimierten Strahlengang, beispielsweise vor dem Scanner SC, 
erfolgen, die unterschiedliche Dicke uber ihren Querschnitt aufweist, z.B.eine 
Krummung mindestens einer Seitenflache der Platte oder beider Seitenflachen oder 
eine Keilform aufweist. 

Die Krummung ist so eingestellt, dass die verbleibende GVD der Optiken im 
Strahlengang von Lichtquelle LQ bis Probe T kompensiert wird und somit 
bandbreitenbegrenzte Pulslangen durch zeitliche Verzogerung einzelner 
Spektralkomponenten der Lichtpulse, d.h. die kiirzest moglichen Pulslangen am Ort der 
Probe auftreten. 

Durch Verwendung mehrerer derartiger Phasenplatten, mit unterschiedlichen 
kKrummungen, kann der Puis bezuglich seiner Form weiter beeinflusst werden. In einem 
HVIikroskop ist die Beeinflussung aufgrund der Wirkung der folgenden Faktoren notig, 

wodurch die Pulslange durch der Einfluss am Ort der Probe meist nicht mehr 

bandbreitenbegrenzt ist, d.h. langere Pulse auftreten: 

• Durch die Glasmaterialien aus denen die optischen Elemente im Mikroskop gefertigt 
sind. Eine Kompensation kann hier stationar erfolgen. 

• Durch das Praparat an sich. Die Pulsverlangerung ist hier abhangig von der 
Eindringtiefe in das Praparat. Weiterhin wird die Pulsverbreiterung durch 
Dispersionen hoherer Ordnung erzeugt. Deshalb muss hier die Kompensation fur 
jede spektrale Komponente einzeln und in Echtzeit erfolgen. 
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• Durch die Anderung der Wellenlange 

• Durch die Anderung der mittleren Leistung, falls zusatzliche nichtlineare Prozesse 
wie Selbstphasen Modulation in Glasfasern auftreten. 

Die Verwendung eines SLM ist deshalb besonders vorteilhaft und es kann wie bereits 
5 oben beschrieben die Einstellung der Phasen der raumlich separierten Anteile 
zueinander flexibel durch einzeln ansteuerbare Elemente (vorteilhaft in Matrixform) 
erfolgen. Die Ansteuerung der Elemente erfolgt in Abhangigkeit von den o.g. GroBen" 
durch die Regelung vorteilhaft in Echtzeit, wobei als MessgroBe beispielsweise ein 
Zweiphotonen-Fluoreszenzsignal, das in der Probe T angeregt wird, fungiert. Durch die 
10 entsprechende Regelung wird in den meisten Fallen eine Optimierung der Pulslange 
am Ort der Probenwechselwirkung erreicht. 

Weiterhin sind die Wechselwirkungsquerschnitte der verwendeten Farbstoffe abhangi 
von dem zeitlichen Verhalten der Lichtpulse. Somit ist es moglich das 
15 Fluoreszenzsignal fur einzelne Farbstoffe zu optimieren, wobei die Fluoreszenz anderer 
Farbstoffe gleichzeitig unterdruckt wird. Es besteht also die Moglichkeit durch die 
Ruckkopplung der MessgroBe (hier das Zweiphotonen-Fluoreszenzsignal) das zeitliche 
Verhalten der Lichtpulse durch Phasen- oder Amplitudenmodulation so einzustellen, 
dass die entsprechende MessgroBe optimiert wird. 

20 

In Fig.3a und 4a sind beispielhaft Anordnungen fur die Einheit zur spektral raumlichen 
Aufspaltung der Spektralkomponenten der Lichtquelle DISP, d.h. fur D1 und D2 
beschrieben. Fig. 3 zeigt zwei Axicons A1 , A2, wobei A1 beispielsweise von der Spitze 
her beleuchtet wird. Die Axicons sind so angeordnet und ausgebildet, dass das erste 
25 Axicon eine Winkeldispersion einfuhrt, die vom zweiten Axicon wieder kompensiert 
wird, so dass in Strahlrichtung nach dem zweiten Axicon wieder ein Paralleistrahl 
vorliegt. 

Das heiBt vorzugsweise, daB D2 so aufgebaut ist, daB es mit D1 zusammen eine 
Planplattenwirkung hat, im konkreten Fall heiBt das, daB D1 eine Planplatte mit einer 
30 prismatischen oder axiconformigen Ausnehmung aufweist, in die D2 (theoretisch) 
hineinpaBt und mit D1 eine Planplatte bildet. 

Die Axicons konnen aus prismatisch geschliffenen Glasplatten (refraktive Elemente) 
oder zur Erhohung der Winkeldispersion aus diffraktiven Elementen z.B. ringformigen 





Gitterstrukturen bestehen. Zur Definition des Axicon wird insbesondere auf 
httD://www. sciner.com/Qpticsland/axicon.htm verwiesen. 

Fig. 4 zeigt eine Anordnung mit zwei Prismen P1, P2, wobei P1 beispielsweise von der 
Spitze her beleuchtet wird. ausgebildet, dass das erste Prisma wiederum eine 
5 Winkeldispersion einftihrt, die vom zweiten Prisma kompensiert wird, so dass in 
Strahirichtung nach dem zweiten Prisma wieder ein Parallelstrahl vorliegt. 
Zum Aufbau siehe Bemerkungen zu Fig.3. 

In Fig. 3b, 4b ist jeweils die Strahlverteilung vor dem ersten Element und in 3c, 4c nach 
dem zweiten Element dargestellt. 
10 Bei Verwendung von Prismen liegen die Spektralanteile 11 ,12..„ aufgespaltet 

nebeneinander in einer Zeile, bei Verwendung von Axicons ringformig in mehreren 
Ebenen, wobei jede Spektralkomponente einen bestimmten Ring ausfullt. 

^^^Mit den Pfeilen S1, S2 ist eine uber eine nicht dargestellte Steuereinheit angesteuerte 
15 ggf. auch gekoppelte Bewegung der beiden dispersiven Elemente zueinander bzw. 
voneinander weg angedeutet. Diese Verschiebung bewirkt neben der bereits 
erlauterten Anpassung der Strahlaufweitung zusatzlich eine Anderung der Pulslange 
am Ort der Probe T (siehe z.B. DE 19744302A1, DE1 9930532A1 , ohne Aufhebung der 
raumlichen Separierung). 
20 ErfindungsgemaB kann die beschriebene Einstellung der Pulsform zusatzlich auch in 
Verbindung mit anderen Steuerfunktionen des Mikroskops, beispielsweise zur 
Veranderung der spektralen Zusammensetzung der Beleuchtung und/ Oder der 
Intensitat (DE1 9829981 A1) wahrend der Bildaufnahme fur bestimmte Probenbereiche, 

^^^erfolgen. Die Steuerung erfolgt uber die zentrale Ansteuereinheit des Mikroskops. 

Bei einer Anderung der Mittenwellenlange der Lichtquelle kann eine vorgespeicherte 
Neueinstellung der Elemente D1 und D2 zueinander erfolgen. 

In Fig. 5 ist eine weitere Ausbildung der Einheit DISP mit Geradsichtprismen GP, die 
30 auch Amici-Prismen genannt werden, dargestellt. Das Geradsichtprisma erzeugt hierbei 
eine feste nicht einstellbare raumliche Aufspaltung der Spektralkomponenten der 
Lichtquelle und damit auch eine feste Strahlaufweitung. Die Spektralkomponenten der 
Lichtpulse sind im Anschluss wieder raumlich parallel ausgerichtet. 
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Vortellhaft bei dieser Anordnung der DISP ist, dass eine hohe Transmission und ein 
mechanisch stabilerAufbau besonders einfach realisiert warden kann. 
Fig.6 zeigt einer weitere Anordnung mit zwei Transmissionsgittem. Der Strahlverlauf ist 
im wesentlichen Equivalent der Anordnung aus Abb. 4. Durch den Einsatz der Gitter 
5 kann jedoch die Winkeldispersion erhoht werden. Bei Verwendung von Gittern ergibt 
sich zusatzlich auf der optischen Achse die nullte Beugungsordnung des Gitters, die in 
der Abbildungen mit 0 bezeichnet ist. 

Die erste Beugungsordnung nach dem ersten Transmissionsgitter gent in die negative 
Beugungsordnung des zweiten Gitters ein. Die Winkeldispersion wird dadurch 

10 aufgehoben, die Strahlen bleiben aber raumlich getrennt. 

Neben den in den Figuren 3 bis 6 gezeigten Anordnungen zur beispielhaften 
Ausbildung der Elemente D1 und D2 konnen prinzipiell auch reflektierende Elemente 
wie Reflexionsgitter oder Elemente die neben der Winkeldispersion auch eine 
Ablenkung einfiihren (wie z.B. Dispersionsprismen - Teilbild A oder Reflexionsgitter - 

15 Teilbild B) eingesetzt werden (siehe auch DE1 9744302A1 ). 

Figur 1 1 zeigt solche Anordnungen schematisch. Bei diesen Anordnungen muss, bei 
einer Anderung der Mittenwellenlange nicht nur die dispersiven Elemente selbst D1 und 
D2 relativ zueinander bewegt werden sondern entweder der Strahlengang ab der 
Lichtquelle LQ bis einschlieBlich D1 oder D2 bis einschiieBlich der Probe T. Die 

20 Bewegung B erfolgt wie durch Pfeile angedeutet, hierbei senkrecht zur optischen 
Achse, die ausgehend von der Lichtquelle gebildet wird. 

Figur 7 zeigt die auf eins normierte laterale Intensitatsverteilung im Fokus, d.h. am Ort 
der Probe T. Eingezeichnet ist die Referenzverteilung (1) fur eine Beleuchtung nach 
dem Stand der Technik, wobei alle Spektralkomponenten der Lichtquelle die Pupille 

25 in die Probe fokussierenden Optik gleichmaBig ausleuchten. 

Zum Vergleich ist die Intensitatsverteilung fur eine Beleuchtung der Pupille mit einer 
erfindungsgemaBen Anordnung nach Fig. 3 eingezeichnet (2). Zu erkennen ist, dass 
die Kurve (2) nur unwesentlich von der Referenzkurve (1) abweicht und somit 
insbesondere in einem Multiphotonenmikroskopie eine vergleichbare optische 

30 Auflosung erzielbar ist. 

Figur 8 zeigt die auf eins normierte Intensitatsverteilung im Fokus und auf der optischen 
Achse in Abhangigkeit von der Zeit (Pulsverteilung) beispielhaft fur die Ausbildung der 
Elemente D1 und D2 nach Fig. 3. P1 stellt die Pulsverteilung am Laserausgang dar. P2 
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ist die Pulslange zwischen dem dispersiven "Element D1 und der Probe T. In der Kurve 
P3 Ist die Pulsverteilung am Ort der Probe T dargestellt. Man erkennt, dass zwischen 
dem Element D1 und der Probe T eine (im gezeigten Zeitfenster) nahezu konstante 
Laserintensitat mit folglich geringer Spitzenintensitat vorliegt. Somit sind in diesem 
5 Bereich die Pulsspitzenleistungen gering. Jedooh am Ort der Probe, d.h. nach der 
raumlichen Uberlagerung der Spektralkomponenten ergibt sich eine Pulsverteilung, die 
nahezu identisch der Pulsverteilung am Laserausgang ist. 

Figur 9 zeigt schematisch eine weitere Anordnung in einem Laser Scanning Mikroskop. 
10 Sie ist im wesentlichen identisch zur Anordnung gemaB Figur 2. Jedoch ist zwischen 
der Lichtquelle LQ und dem ersten dispersiven Element D1 eine single mode Glasfaser 
(FIBER) mit zwei Optiken zur Einkopplung in die Glasfaser und ein zusatzliches 

•dispersives Element D vorgesehen. Das dispersive Element kann im einfachsten Falle 
ein Block mit einem hoch dispersiven Glasmaterial oder Kristall wie Te02 sein. In 
15 diesem Falle ist jedoch beispielsweise am Ort PP eine entsprechende Kompensation 
der Gesamtdispersion GVD der optischen Anordnung zwischen Lichtquelle LQ und 
Probe T vorzusehen. Die dispersive Einheit D kann auch einstellbar gemaB 
DE19744302A1, DE19930532A1, ausgebildet werden. Hierbei kann dann die 
Phasenplatte bzw. flexible Einheit am Ort PP entfallen, da dann die Einheit D die 
20 gesamte Kompensation der GVD vornehmen kann. Vorteilhaft bei den Anordnungen 

gemaB Fig. 9 ist, dass die durch die Elemente D1 und D2 eingefugte GVD 
. entsprechend zur Kompensation der Selbstphasenmodulation SPM, die bei hohen 
Intensitaten in der Glasfaser auftreten kann, genutzt werden kann. Besohders 

•vorteilhaft bei der hier beschriebenen Anordnung ist, dass die Dispersion verursacht 
durch die Elemente D1 und D2 wesentlich hoher gewahlt werden kann. Hierdurch 
erhoht sich die durch die Glasfaser koppelbare mittlere Leistung und damit die am Ort 
der Probe T erzielbare Spitzenintensitat. Fur eine Beschreibung des Zusammenspiels 
der Wirkungen von D, FIBER und D1/D2 wird auf DE1 9827239A1 verwiesen. 

30 Figur 1 0 zeigt einen weiteren Auf bau eines Laser Scanning Mikroskops mit einer 
Glasfaser. Hierbei befindet sich im Gegensatz zu Fig. 9 ein GlasfaserbOndel FB 
zwischen den Elementen D1 und D2. In die Glasfasern wird das Licht mit Hilfe von 2 
Linsen L1 und L2 ein- bzw. ausgekoppelt. Im einem Brennpunkt der Linsen L1 und L2 
befinden sich jeweils die Glasfasen und im verbleibenden die dispersiven Elemente D1 
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und D2. Die Brennweiten der Linsen mussen nicht identisch sein. Jedoch muss bei 
ungleicher Wahl der Brennwelte das Gitter D2 entsprechend angepasst werden. Die 
Geometrie des Faserbundels ergibt sich aus der Wahl der dispersiven Elemente D1 
und D2. Wird beispielsweise ein Element entsprechend Fig. 3 verwendet, dann muss 
5 das Faserbundel einen kreisformigen Querschnitt entsprechend 1 0a ausweisen. Bei 
Verwendung von Elementen entsprechend Fig. 4 bis 6 mussen die einzelnen Fasern in 
einer Reihe im Faserbundel angeordnet werden. Fig. I0a/b zeigt schematisch 
Faserbundel, wobei beispielhaft einzelne Fasern schwarz eingezeichnet sind. Vor den 
einzelnen Fasern konnen auch Mikrolinsen zu effizienteren Einkopplung in die Faser 

10 angeordnet werden. 

Aufgrund der Wirkung von D1 werden in jede Faser nur bestimmte Spektralbereiche 
eingekoppelt, so dass die Faser keine Oder nur sehr lange Pulse und damit nur geringe 
Pulsspitzenleistungen bzw. Pulsspitzenintensitaten sieht, die sonst zu schadlichen 
Effekten insbesondere in den Glasfasem fuhren konnen. Somit konnen durch die 

15 Fasern wesentlich hohere mittlere Leistungen ohne Veranderung der Pulsform geleitet 
werden. 

Die aus dem Glasfaserbundel ausgekoppelten Spektralkomponenten werden mit L2 
kollimiert, wobei sich die einzelnen Spektralanteile als Parallelbundel schneiden. Die 
verbleibende Winkeldispersion wird mit D2 wieder aufgehoben, wobei die 
20 Spektralkomponenten noch raumlich separiert bleiben. Die folgenden Optiken 
entsprechen den bereits anhand von Fig. 2 erlauterten Komponenten. Mit Hilfe der 
Verschiebung S2 entlang der optischen Achse kann wiederum die Ausleuchtung der in 
die Probe fokussierenden Optik angepasst werden. 

Die Kompensation der Laufzeitunterschiede der einzelnen Spektralkomponenten und 
25 der Gruppengeschwindigkeitsdispersion GVD der Lichtpulse erfolgt mit Hilfe von PP 
vorzugsweise mit einer flexiblen Einheit (SLM) mit ansteuerbaren Elementen in 
Iinienf6rmiger Oder matrixformiger Anordnung. 

Durch die beschriebene Anordnung eines GlasfaserbQndels entsteht eine neuartige 
vorteilhafte Anordnung mit einem Modul, bestehend aus der Lichtquelle, der spektralen 
30 Aufspaltung D1 und der Einkopplung in die Fasern und hinter dem Faserbundel dem 
Mikroskopmodul mit dem zweiten dispersiven Element D2, die auf diese Weise 
voneinander entkoppelt sind und einzeln austauschbar gestaltet werden k6nnen. 
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Patentanspruche 
1. 

Verfahren zur optischen Untersuchung und/ Oder Bearbeitung einer Probe, 
mit einer Erzeugung eines kurzpulsigen Beleuchtungslichtes, 
5 einer spektralen Aufspaltung des Beleuchtungslichtes zur Erzeugung raumlich 

getrennter Spektralkomponenten mit Pulslangen, die groBer sind als die Pulslange der 
Beleuchtungslichtquelle, 

dem Durchlaufen der Spektralkompomenten durch eine Obertragungsoptik in Richtung 
der Probe, 

10 der Fokussierung des Beleuchtungslichtes auf oder in die Probe, wobei die 
Spektralkomponenten uberlagert werden 
sowie der Detektion des Probenlichtes 

^^Verfahren nach Anspruch 1 , 
15 wobei die raumlich getrennten Spektralkomponenten in ein Parallelstrahlbundel 
uberfuhrt werden. 
3. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

wobei die Pulslange der auf oder in die Probe fokussierten Spektralkomponenten 
20 kleiner ist als die Pulslange der raumlich separierten Spektralkomponenten. 
4. 

Anordnung zur optischen Untersuchung und/ oder Bearbeitung einer Probe 
bestehend aus: 

•Mitteln zur Erzeugung eines Beleuchtungslichtes , 
diesen nachgeordnete Mittel zur spektralen Aufspaltung des Beleuchtungslichtes zur 
Erzeugung raumlich getrennter Spektralkomponenten , 
Mittel zur Parallelisierung des aufgespaltenen Beleuchtungslichtes, 
Mittel zur Fokussierung des Beleuchtungslichtes auf oder in die Probe, wobei die 
Spektralkomponenten uberlagert werden sowie Mitteln zur Detektion des Probenlichtes. 
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5. ^ 

Anordnung zur optischen Untersuchung und / Oder Bearbeitung einer Probe. 
. bestehend aus: 
Mitteln zur Erzeugung eines kurzpulsigen Beleuchtungslichtes, 
5 diesen nachgeordneten Mitteln zur spektralen Aufspaltung des Beleuchtungslichtes zur 
Erzeugung raumlich getrennter Spektralkomponenten mit Pulslangen, die gr6Ber sind 
als die Pulslange der Beleuchtungslichtquelle, 

einer Ubertragungsoptik zur Ubertragung der Spektralkomponenten in Richtung der 
Probe, 

10 Mitteln zur Fokussierung des Beleuchtungslichtes auf oder in die Probe, wobei die 
Spektralkomponenten uberlagert werden. 
Mitteln zur Detektion des Probenlichtes. 
6. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, wobei Mittel zur 
15 Uberfuhrung der raumlich getrennten Spektralkomponenten in ein Parallelstrahlbundel 
vorgesehen sind . 
7. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei die Pulslange der auf oder in die Probe fokussierten Spektralkomponenten 
20 kleiner ist als die Pulslange der raumlich separierten Spektralkomponenten. 
8. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei zwischen der Lichtquelle und den Mitteln zur spektralen Aufspaltung 
vorzugsweise einstellbare Dispersionsmittel vorgesehen sind. 

25 9. 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei eine Ein- und Auskopplung der Parallelstrahlbundel in ein Glasfaserbundel 
erfolgt. 
10. 

30 Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

wobei eine die spektrale Aufspaltung durch mindestens ein Prisma und/ oder Axicon 
und/ oder Transmissionsgitter und / oder Reflektionsgitter erfolgt. 
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11. ' • 

Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei die Oberfiihrung in ein ParailelstrahlbQndel durch 
ein weiteres Prisma, oder ein weiteres Axicon Oder ein weiteres Gitter erfolgt. 
5 12. 

Anordnung nach Anspruch 1 1 , wobei 

wobei ein erstes und zweites Prisma oder Axicon so aufgebaut sind, daB sie 

gemeinsam eine Planplattenwirkung aufweisen. 

13. 

io Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 

wobei ein Geradsichtprisma zur Aufspaltung und Parallelisierung vorgesehen ist 
14. 

•Anordnung nach mindestens einem der vorangehenden Anspruche, 
wobei vorzugsweise im parallelen Strahlengang ein Kompensationseiement zur 
15 Beeinflussung der Komponenten vorgesehen ist 
15. 

Anordnung nach Anspruch 14, wobei eine einstellbare Beeinflussung der Komponenten 
durch 

wechselbare optische Elemente mit unterschiedlichem Querschnittsverlauf und/ oder 
20 einen Spatial Light Modulator ( SLM) erfolgt. 
16. 

Verwendung einer Anordnung gemaB mindestens einem der vorangehenden 
Anspruche in einem Fluoreszenzmikroskop. 

^^Verwendung einer Anordnung gemaB mindestens einem der vorangehenden 
Anspruche in einem Multiphotonenmikroskop. 
18. 

Verwendung einer Anordnung gemaB mindestens einem der vorangehenden 
Anspruche in einem Laser Scanning Mikroskop. 
30 19. 

Verwendung einer Anordnung gemaB mindestens einem der vorangehenden 
Anspruche in der nichtlinearen Laserrastermikroskopie. 
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20. 

Verwendung einer Anordnung gemaB mindestens einem der vorangehenden 

Anspriiche bei der Materialbearbeitung. 

21. 

Verwendung einer Anordnung gemaB mindestens einem der vorangehenden 

Anspriiche bei der Bearbeitung biologischen Gewebes. 

22. 

Verwendung einer Anordnung gemaB mindestens einem der vorangehenden 
Anspriiche bei der Bearbeitung der Augenhornhaut. 



Zusammenfassung 
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Verfahren und Anordnung zur optischen Untersuchung und/ Oder Bearbeitung einer 
Probe, mit Mitteln zur Erzeugung eines Beleuchtungslichtes, diesen nachgeordneten 
Mitteln zur spektralen Aufspaltung des Beleuchtungslichtes zur Erzeugung raumlich 
getrennter Spektralkomponenten, Mitteln zur Parallellslerung des aufgespaltenen 
Beleuchtungslichtes, Mitteln zur Fokussierung des Beleuchtungslichtes auf oder in die 
Probe, wobei die Spektralkomponenten uberlagert werden sowie Mitteln zur Detektion 
des Probenlichtes, vbrteilhaft mit Mitteln zur Erzeugung eines kurzpulsigen 
Beleuchtungslichtes, diesen nachgeordneten Mitteln zur spektralen Aufspaltung des 
Beleuchtungslichtes zur Erzeugung raumlich getrennter Spektralkomponenten mit 
Pulslangen, die groBer sind als die Pulslange der Beleuchtungslichtquelle, wobei diese 
in der Probe wieder vereinigt werden. 
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